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摘 要 兽 用 抗生素 因 其 具有 防 病 、 促 生长 的 作用 被 广泛 应 用 寺 畜 禽 养殖 业 ， 而 在 畜 禽 类 便 发 酵 生产 沼气 的 


过 程 中 ,残留 在 畜 禽 粪 便 中 
的 恒温 大 氧 发 酵 装置 , 研究 


| 


的 抗生素 可 能 会 抑制 沼气 发 酵 过 程 , 该 文 以 猪 类 和 玉米 秸秆 为 原料 , 采用 自行 设计 
了 外 源 添加 恩 诺 沙 星 (ENR) 对 猪 类 厌 氧 发 酵 过 程 中 水 解 酶 活性 及 产 气 量 的 影响 。 结 


果 表 明 , 添加 20 mg'kg 、60 mgkg 和 120 mg-kg” 轧 诺 沙 星 条 件 下 ， 猪 类 厌 氧 发 酵 初期 不 同 浓度 恩 诺 沙 星 对 
纤维 素 酶 和 脲酶 活性 有 显著 抑制 作用 (P<0.05); 厌 氧 发 酵 的 前 15 d, 添加 20 mg'kg 恩 诺 沙 星 对 芒 糖 酶 活性 有 
一 定 的 激活 作用 (P<0.05), 添加 60 mgkg 和 120 mgkg 的 恩 诺 沙 星 对 芒 糖 酶 活性 有 抑制 作用 (P<0.05); 猪 类 
厌 氧 发 酵 后 期 ， 恩 诺 沙 星 对 纤维 素 酶 、 脲 酶 和 芒 糖 酶 活性 影响 不 显著 (P>0.05)。 在 发 酵 产 气 速率 增长 期 的 第 


5~11 d 和 21~31 d, 添加 20 mg-kg 、60 mg'kg- 和 120 mg'kg ' 恩 诺 沙 星 对 沼气 产 气 速 率 有 了 明显 抑制 f 


(P<0.05); 而 在 发 酵 的 第 31 


TT 


用 
d 后 ,添加 各 浓度 恩 诺 沙 星 对 沼气 产 气 速 率 影响 不 大 。 在 整个 50 d 的 厌 氧 发 本 过 


程 中 , 与 不 添加 恩 诺 沙 星 的 对 照相 比 , 添加 20 mg-kg !、60 mg'kg- 和 120 mgkg ! 恩 诺 沙 星 处 理 的 总 产 气量 分 
别 减少 7.38%、12.08% 和 15.77%。 可 见 ， 思 诺 沙 星 影响 了 猪 类 厌 氧 发 酵 过 程 中 水 解 酶 活性 和 沼气 产 气 速率 及 
产 气 量 , 在 厌 氧 发 酵 不 同 阶段 ， 思 诺 沙 星 对 不 同 水 解 酶 活性 和 产 气 速率 影响 也 不 同 . 该 文 研究 结果 可 为 无 害 化 
处 理 含 恩 诺 沙 星 的 畜 禽 类 便 及 提高 厌 氧 发 酵 效 率 提供 参考 .。 
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Abstract Veterinary antibiotics 


are widely used as feed additives in domestic animal rearing either to improve growth 


performance or to prevent disease infection. A wide range of antibiotics is excreted unchanged in urine and feces of animals, 


posing potential human and ecological health risks after entering the environment. This is confirmed by the presence of 


widespread detectable antibiotic concentrations in surface waters and manure. Antibiotics originating in manure from livestock 


operations are a concern because they remain bioactive. Anaerobic digestion is one of the most promising biotechnologies for 


the conversion of diverse organic substrates, ranging from high solid feedstocks (animal manure, food waste and municipal 


solid waste) to municipal and industrial wastewaters and to energy-rich biogas. Most of the biogas plants in China are run on 


animal manure to reduce biological oxygen demand and to produce biogas. After ingestion by animals, some of the compounds 
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are excreted along with the manure which may inhibit biogas process when manure is used as substrate in biogas plants. Most 
studies on antibiotic inhibition under anaerobic fermentation have focused on animal manure as substrate, showing significant 
anaerobic fermentation inhibition primarily at higher antibiotic concentrations typically found in manure. An experiment was 
therefore designed to study the effects of Enrofloxacin (ENR) addition to pig manure on hydrolytic enzyme activities and 
biogas production in anaerobic fermentation processes with pig manure and corn stalks as raw materials. The results showed 
that pig manure anaerobic fermentation added with 20 mgkg- 60 mg'kg ! and 120 mg:kg ' ENR inhibited cellulose and 
urease activities at the initial stage of anaerobic fermentation (P < 0.05). However, the addition of 20 mg-kg”! ENR promoted 
the activities of sucrose, while the addition of 60 mg-kg ' and 120 mg-kg ' ENR inhibited the activities of sucrase in the first 
15 days (P < 0.05). The effects of ENR on cellulase, urease and sucrose activities were not statistically different in the late 
stage of anaerobic fermentation (P > 0.05). Pig manure-based anaerobic fermentation with 20 mg-kg ', 60 mg'kg ! and 
120 mg-kg ! ENR significantly inhibited gas production rate during 5-11 days and 21-31 days (P < 0.05) of anaerobic 
fermentation. Compared with control (no ENR application), the gas production rate had no obvious changes in 20 mg'kg !, 
60 mg:kg ! and 120 mg:kg ! ENR treatments after 31 days of anaerobic fermentation. Furthermore, biogas yield decreased by 
7.38%, 12.08% and 15.77%, respectively, in 20 mg-kg’!, 60 mg:kg ! and 120 mg-kg ' ENR treatments during anaerobic 
fermentation for 50 days. It was obvious that ENR influenced hydrolytic enzyme activities, gas production rate and biogas 
production during anaerobic fermentation. The effects of ENR on different hydrolytic enzyme activities and gas production 
rate were also different at different stages of anaerobic fermentation. The results provided a reference for harmless disposal of 


animal manure containing ENR and for improvement of anaerobic fermentation efficiency. 


Keywords 


随 着 集约 化 养殖 业 以 及 配合 饲料 工业 的 发 展 ， 
兽 用 抗生素 作为 饲料 添加 剂 等 越 来 越 被 广泛 应 用 于 
冀 禽 养殖 业 中 。 抗 生 素 通 过 口服 或 肌肉 注射 进入 动 
物体 内 很 少 被 内 脏 器 官 吸收 利用 , 约 30%~90% 以 原 
药 和 代谢 产物 的 形式 经 动物 的 凑 便 和 尿 液 进入 生 
态 环 境 中 中。 我 国 近 几 年 兽 用 抗生素 年 均 消 费 已 
达 6 000 t 大 规模 使 用 主要 集中 在 经 济 发 达 地 区 ， 
畜 例 养殖 凑 便 中 的 兽 用 抗生素 残留 已 经 达到 比较 严 
重 的 程度 丫 。 我 国 80% 的 规模 化 养殖 场 缺乏 必要 的 
污染 治理 设施 ,致使 大 量 冀 盒 业 污 直接 排 入 环境 ， 
造成 环境 污染 ， 据 预测 2020 年 中 国 畜 盒 业 便 每 年 排 
放 总 量 将 达 42.44 亿 {由 。 沼 气 技术 是 处 理 冀 禽 业 便 
的 有 效 途 径 ， 沼 气 技 术 的 核心 是 厌 氧 发 酵 ， 它 可 以 
利用 冀 盒 状 便 、 农 业 秸 秆 、 污 泥 废 水 等 发 酵 原 料 生 
产 沼气 ， 从 而 实现 冀 禽 类 便 的 减 量 化 、 无 害 化 和 资 
源 化 利用 9。 

但 是 ,在 现代 冀 禽 养殖 业 中 ,， 兽 用 抗生素 被 广 
泛 应 用 ， 导 致 冀 例 北 便 中 含有 较 高 浓度 的 兽 用 抗 生 
素 残 留 "1, 在 沼气 发 酵 过 程 中 ， 残 留 在 冀 例 凑 便 中 的 
兽 用 抗生素 可 能 会 影响 冀 禽 凑 便 沼气 发 酵 系 统 的 稳 
定 和 运行 效率 ， 使 抗生素 成 为 导致 沼气 发 酵 系 统 不 
稳定 和 失败 的 原因 之 一 孙建平 等 uM 研究 发 现金 
替 素 会 使 猪 废水 厌 氧 消化 产 甲烷 速率 降低 47.4%; 
潘 洪 加 等 (1 研究 表明 外 源 添加 土 霉 素 对 厌 氧 发 酵 累 
积 甲烷 产量 有 抑制 作用 ， 同 对 照相 上 比 可 减少 4.6%~ 
9.4%; Alvarez 等 LJ 研究 发 现 土 考 素 和 四 环 素 会 抑制 
猪 凑 厌 氧 发 酵 ， 可 使 甲烷 产量 降低 56%~62%。 目 前 


Livestock manure; Enrofloxacin; Anaerobic fermentation; Hydrolytic enzyme activity; Biogas yield 


有 关 四 环 素 类 抗生素 对 厌 氧 发 酵 影响 研究 较 多 ， 
而 有 关 唾 诺 酮 类 抗生素 对 于 将 例 姜 便 厌 氧 发 酵 过 程 
中 酶 活性 及 沼气 产量 的 影响 研究 较 少 。 

恩 诺 沙 星 (Enrofloxacim) 是 1987 年 由 德国 拜 尔 公 
司 研 制 成 功 并 投入 使 用 的 第 一 个 动物 专用 的 氟 唆 诺 
酮 类 药物 ， 该 药物 广泛 应 用 于 动物 和 冀 禽 养殖 业 感 
染 性 疾病 的 预防 和 治疗 ml。 近 年 来 我 国学 者 调查 发 
现 , 气 唑 诺 酮 类 抗生素 在 冀 禽 类 便 中 的 残留 达到 了 
mgkg 级 '"， 在 对 我 国 8 个 省 、 市 、 自 治 区 规模 化 养 
殖 畜 禽类 便 调查 中 发 现 ， 恩 诺 沙 星 是 主要 抗生素 污 
染 物 ,在 猪 类 中 合 量 高 达 33.26 mgkg- 1。 厌 氧 发 酵 
生产 沼气 是 在 微生物 的 作用 下 逐步 进行 酶 促 反 应 的 
结果 ， 其 中 水 解 是 整个 发 酵 过 程 的 开始 , 水 解 过 程 
的 快慢 决定 着 整个 发 酵 过 程 的 速度 ， 而 纤维 素 酶 、 
脲酶 等 水 解 酶 活性 的 高 低 又 决定 着 水 解 速度 ,因而 
水 解 酶 活性 与 沼气 产量 存在 着 直接 关系 ' "1。 为 此 ， 
本 文 研究 了 添加 不 同 浓度 恩 诺 沙 星 对 猪 类 大 和 氧 发 酵 
过 程 中 纤维 素 酶 、 脲 酶 、 蔗 糖 酶 活性 及 沼气 产 气 速 
率 和 产 气 量 的 影响 ,为 研究 恩 诺 沙 星 对 冀 合 姜 便 厌 
氧 发 酵 的 影响 提供 理论 依据 。 
1 材料 与 方法 
1.1 发 酵 原 料 

发 酵 原 料 玉 米 秸 秆 取 自 沈阳 农业 大 学 试验 基地 ， 
自然 风干 后 剪 短 至 3~5 cm， 经 粉碎 机 粉碎 成 粉末 ; 
沼气 发 酵 试验 用 粹 便 为 采 自 沈阳 农业 大 学 养 猪 场 育 
成 期 猪 ( 猪 体重 40~80 kg) 收 集 的 新 鲜 猪 类 。 猪 采 食 的 
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饲料 为 传统 的 玉米 -豆粕 型 日 粮 ( 自 配 饲料 不 含 任何 
抗生素 ), 饲养 期 间 不 使 用 任何 抗生素 兽药 。 接种 物 党 
液 取 自 沈 阳 农 业 大 学 “中 国 东北 寒冷 地 区 综合 能 源 示 


范 基 地 ” 猪 羔 正常 沼气 发 酵 后 的 沼 液 ， 其 总 固体 含量 
(TS) 为 8%， 经 测定 不 含 恩 诺 沙 星 。 恩 诺 沙 星 购 自 德 
国 Dr. Ehrenstorfer( 纯 度 97%)， 用 甲醇 稀释 溶解 。 


表 1 试验 用 厌 氧 发 酵 材料 的 基本 性 质 


Table 1 Basic parameters of experiment materials for anaerobic fermentation 


材料 全 碳 全 和气 全 钾 全 磷 碳 氮 比 
Material Total C (g:kg !) Total N (gkg !) Total K (gkg ') Total P (gkg !) C/N 

猪 闭 Pig manure 398.65 25.32 15.40 11.86 15.74 
玉米 秸秆 Corn straw 388.46 6.28 11.83 1.88 61.86 


1.2 ”试验 装置 


本 试验 的 装置 为 自制 排水 集 气 法 简易 发 酵 装 置 ， 


主要 由 2.5 工 发 酵 瓶 、2 工 集 气 瓶 和 2 工 排水 瓶 3 部 分 组 
成 。 发 酵 瓶 置 于 37 人 恒温 水 浴 锅 内 ,发酵 瓶 与 集 气 
瓶 瓶 口 用 胶 塞 塞 紧 ， 各 部 分 用 乳胶 管 连接 , 所 有 接 
口 处 均 用 石蜡 和 凡士林 密封 。 
1.3 ”试验 设计 

试验 中 厌 氧 发 酵 的 猪 六 与 秸秆 比例 为 2 : 1， 取 
新 鲜 猪 闭 400 g， 碎 秸秆 200 g 加 入 到 发 酵 瓶 中 ,根据 
两 种 原料 含水 率 以 及 C/N， 加 水 调节 总 固体 质量 分 数 
为 8%, C/N=25 : 1, 接种 沼 液 30%( 湿 重 计 )。 本 试验 共 
设置 4 个 处 理 ， 添 加 恩 诺 沙 星 的 量 ( 占 干 猪 北 的 比例 ) 
依次 为 : 0 mgkg (CEK)、20 mgkg (THD)、60 mg-kg! 
(T2) 和 120 mg'kg '(T3), 将 恩 诺 沙 星 溶液 与 原料 充 
混 匀 装 入 发 酵 缸 内 ， 密 封 在 暗 处 进行 发 酵 ,每 个 
处 理 重复 3 次 。 
1.4 样品 采集 

分 别 在 沼气 发 酵 的 第 3 d、6 d、9 d、12 d、15 d、 
18 d、21 d、24 d、27 d、35 d、45 d 和 50 d 对 沼气 发 


匀 ), 4 冰箱 冷藏 ， 用 于 酶 活性 的 测定 。 从 试验 后 动 
的 第 2 d 起 , 每 天 定时 记录 日 产 气 量 ( 产 气 速率 ), 采 
用 排水 法 收集 沼气 ， 共 持续 50 d。 
1.$ 样品 测定 
1.S.1 ” 酶 活性 的 测定 

水 解 酶 活性 测定 参照 关 松 荫 09 的 方法 。 纤 维 素 
水 解 酶 活性 采用 比 色 法 测定 , 以 24 h 后 1 g 样品 中 
生成 葡萄 糖 的 质量 表示 (mg.g 4)， 脲 酶 活性 采用 
比 色 法 测定 , 以 24h 后 1 g 样品 中 生成 NH;-N 的 质 
量 表示 (mg:g …d4)， 蔗糖 酶 活性 采用 3,5- 二 硝 基 水 
杨 酸 比 色 法 测定 , 以 24 h 后 1 g 样 品 中 生成 葡萄 糖 
的 质量 表示 (mg:g 'd ')。 
1.5.2” 恩 诺 沙 星 浓度 的 测定 

样品 恩 诺 沙 星 含量 测定 参照 张 敏 等 ("1 的 方法 利 
用 高 效 液 相 色谱 -荧光 检测 进行 测定 。 


1.6 ”数据 处 理 
数据 采用 Microsoft Excel 2003 进 行 处 理 和 制图 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 不同 浓度 恩 诺 沙 星 对 厌 氧 发 酵 过 程 中 纤维 素 

酶 活性 的 影响 

纤维 素 是 植物 性 发 酵 原料 的 主要 成 分 在 厌 氧 
发 酵 过 程 中 ,可 在 纤维 素 酶 作用 下 水 解 为 纤维 二 糖 ， 
进而 水 解 为 葡萄 糖 ， 因此 纤维 素 酶 活性 的 变化 可 以 
反映 发 酵 过 程 中 碳 素 物质 的 降解 情况 避 ]。 由 图 1 可 以 
看 出 ,在 厌 氧 发 酵 过 程 中 纤维 素 酶 活性 先 升 高 后 降 
低 。 在 第 3 d, 添加 恩 诺 沙 星 处 理 纤维 素 酶 活性 显著 
低 于 CK 对 照 (P<0.01)，CK 和 T1 处 理 在 厌 氧 发 酵 第 
9 d 后 纤维 素 酶 活性 差异 不 显著 (P>0.05), 在 第 21 d 
纤维 素 酶 活性 达到 最 高 值 , 分 别 为 6.73 mg-g"d"! 和 
6.88 mg.g dd-!。 在 发 酵 前 21 d T2 和 T3 处 理 的 纤维 素 
酶 活性 显著 低 于 CK 和 T1 处 理 (P<0.05)， 表 明 较 高 浓 
度 水 平 的 恩 诺 沙 星 抑制 了 厌 氧 发 酵 过 程 中 的 纤维 素 
酶 活性 ， 而 T2 和 T3 处 理 纤 维 素 酶 活性 于 第 27 d 达 到 
最 高 值 , 分别 为 5.41 mg.g .4 和 4.32 mg:g 1d 7， 表 
明 添 加 中 高 浓度 外 源 恩 诺 沙 星 不 仅 对 纤维 素 酶 活性 
的 最 大 值 具有 抑制 作用 ， 并 且 延 缓 了 纤维 素 酶 活性 
最 大 值 的 出 现时 间 。 而 发 酵 35 d 后 , T2 和 T3 处 理 的 纤 
维 素 酶 活性 与 CK 和 Tl1 处 理 差 异 不 显著 (P>0.05)。 由 
于 厌 氧 发 酵 对 抗生素 具有 降解 和 去 除 作 用 0 0)， 可 
能 是 随 着 恩 诺 沙 星 在 厌 氧 发 酵 过 程 的 不 断 降解 ,使 
得 其 对 纤维 素 酶 的 活性 抑制 有 所 降低 。 由 以 上 分 析 可 
知 ， 添 加 外 源 恩 诺 沙 星 使 天 氧 发 酵 过 程 中 纤维 素 酶 
活性 变化 趋势 发 生 很 大 变异 ， 可 能 是 添加 恩 诺 沙 星 
使 发 酵 液 中 微生物 数量 和 群落 结构 发 生变 化 , 发酵 
液 中 水 解 纤维 素 相 关 类 群 微生物 的 生长 受到 影响 。 
2.2 ”不 同 浓 度 恩 诺 沙 星 对 厌 氧 发 酵 过 程 中 脲酶 活 

性 的 影响 

脲酶 是 氮 素 循环 的 一 种 关键 性 酶 ， 能 促进 含 氮 
有 机 物 的 水 解 ， 测 定 脲酶 活性 对 于 了 解 沼气 发 酵 液 
中 蛋白 质 等 含 气 有 机 物 的 分 解 具 有 重要 意义 请。 由 
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1 不 同 恩 诺 沙 星 添加 量 处 理 下 厌 氧 发 酵 过 程 中 纤维 
素 酶 活性 的 变化 


Fig.1 Variation of cellulase activity during anaerobic 
fermentation under different addition amounts of Enrofloxacin 


CK: 不 添加 恩 诺 沙 星 ; T1: 添加 20 mg-kg ' 恩 诺 沙 星 ; T2: 


添加 60 mg-kg ' 恩 诺 沙 星 ; T3: 添加 120 mg-kg ' 恩 诺 沙 星 。 下 同 。 


CK: no adding Enrofloxacin; T1: adding 20 mg:kg ' Enrofloxacin; 


T2: adding 60 mg:kg! Enrofloxacin; T3: adding 120 mg'kg- 
Enrofloxacin. The same below. 


图 2 可 以 看 出 ,添加 恩 诺 沙 星 后 的 第 3 d, T1、T2 和 T3 
各 处 理 脲 酶 活性 均 受 到 不 同 程度 的 抑制 ， 显 著 低 于 
CK(P<0.01), T1、T2 和 T3 各 处 理 对 脲酶 活性 的 抑制 
率 分 别 为 31.5%、40.3% 和 57.7%。CK 处 理 的 脲酶 活 
性 在 厌 氧 发 酵 的 第 9 d 达 到 最 大 值 8.85 mg:g *…d ,而 
T1、T2 和 T3 处 理 在 厌 氧 发 酵 的 第 12 d 达 到 最 大 值 ， 
38 mg' gd 、5.62 mg:g 1-d 和 4.87 mg-g 'd, 

能 是 由 于 厌 氧 发 酵 初 期 一 定 浓度 的 恩 诺 沙 星 对 
We 导致 微生物 的 密度 降低 ， 进 
而 分 泌 脲 酶 比 CK 要 少 。 在 厌 氧 发 酵 第 3~18 d，T1、 


T2 和 T3 处 理 脲酶 活性 显著 低 于 CK 处 理 (P<0.05); 第 
24 d 开 始 , T1 和 T2 处 理 脲 酶 活性 与 CK 处 理 差异 不 显 
著 (P>0.05); 第 27 d 开 始 , 各 处 理 之 间 脲 酶 活性 差异 
均 不 显著 (P>0.05)。 可 能 是 随 着 恩 诺 沙 星 在 厌 氧 发 酵 
过 程 中 的 沉积 和 降解 ， 其 对 微生物 抑制 作用 减弱 ， 
叉 渐 恢复 到 对 照 水 平 。 


各 处 理 的 脲酶 活性 逐 


一 


脲酶 活性 


Urease activity (mg:g .4 


[em 
T T 


3 9 12 15 18 21 24 27 35 45 50 


6 
厌 氧 发 酵 天 数 Anaerobic fermentation days (d) 
转 . 诺 ; 


星 添加 量 处 理 下 厌 氧 发 酵 过 程 中 脲酶 
活性 的 变化 
Fig.2 Variation of urease activity during anaerobic 
fermentation under different addition amounts of Enrofloxacin 


图 2 不 同 


2.3 不同 浓 度 恩 诺 沙 星 对 厌 氧 发 酵 过 程 中 蔗糖 酶 

活性 的 影响 

蔗糖 酶 是 一 种 重要 的 水 解 酶 ， 可 以 把 蔗糖 水 解 
为 和 葡萄糖 和 果糖 ， 以 满足 微生物 生长 发 育 中 对 碳 源 
和 能 源 的 需求 J。 由 图 3 可 以 看 出 ,CK、T1、T2 和 
T3 处 理 厌 氧 发 酵 液 中 蔗糖 酶 活性 均 是 先 升 高 后 降 
低 。CK 和 T1 处 理 蔗 糖 酶 活性 在 厌 氧 发 酵 的 第 12 d 达 
到 最 大 值 , 分别 为 56.82 mg.g 4 和 63.17 mg:g 5d-1; 
T2 和 T3 处 理 莽 糖 酶 活性 在 第 15 d 分 别 达 到 了 
52.68 mg:g 7d 和 49.47 mg.g 4 的 峰值 。 可 见 ， 添 
加 中 高 浓度 的 恩 诺 沙 星 推迟 了 蔗糖 酥 活性 峰值 到 来 
的 时 间 。 从 图 中 可 以 看 出 ,在 第 3~15 d, T1 处 理 莽 糖 
酶 活性 显著 高 于 CK 处 理 (P<0.05)， 表 明 低 浓度 的 恩 
诺 沙 星 对 厌 氧 发 酵 液 中 蔗糖 酶 活性 有 促进 作用 ; 而 
T2 和 T3 处 理 蔗 糖 酶 活性 显著 低 于 CK 处 理 (P<0.05)， 
表明 高 浓度 的 恩 诺 沙 星 对 厌 氧 发 酵 液 中 蔗糖 酶 活性 
有 抑制 作用 。 第 21 d 后 各 处 理 之 间 芒 糖 酶 活性 差异 
不 显著 (P>0.05)， 可 能 是 由 于 随 着 恩 诺 沙 星 的 不 断 
降解 而 对 蔗糖 酶 活性 的 影响 逐渐 减弱 ， 同 时 蔗糖 酶 
活性 本 身 也 在 减弱 ， 导 致 差异 不 显著 。 


蔗糖 酶 活性 
Sucrase activity (mg:g d) 


0 
3 6 9 
厌 氧 发 酵 天 数 Anaerobic fermentation days (d) 
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图 3 不 同 恩 诺 沙 星 添加 量 处 理 下 厌 氧 发 酵 过 程 中 蔗糖 


酶 活性 的 变化 


Fig.3 Variation of sucrase activity during anaerobic 
fermentation under different addition amount of Enrofloxacin 


2.4 ” 恩 诺 沙 星 对 沼气 产 气 速率 及 产 气量 的 影响 

产 气 速率 是 厌 氧 发 酵 条 件 下 发 酵 原 料 产生 沼气 
的 速度 ， 是 衡量 原料 发 酵 分 解 好 坏 的 主要 指标 之 
一 。 从 图 4 可 以 看 出 , 在 发 酵 产 气 的 过 程 中 ，CK、 
Tl1、T2 和 T3 处 理 的 沼气 产 气 速率 均 呈 现 先 增 后 减 


的 趋势 。 这 可 能 是 因为 试验 采用 猪 姜 加 秸秆 的 混合 
式 发 酵 方 式 ， 试 验 开始 时 发 酵 原 料 既 有 富 氮 原料 ， 


又 有 富 碳 原料 ， 富 碳 原料 分 解 较 慢 ; 同时 厌 氧 微 生 
物 对 环境 有 一 个 逐渐 适应 的 过 程 ， 随 着 对 环境 的 逐 
渐 适 应 ， 其 活性 越 来 越 大 ,所 以 开始 时 ， 秸 秆 等 富 
碳 原料 未 被 分 解 ,， 产 气量 较 少 ,后 富 碳 原料 被 分 解 ， 
产 气量 也 随 之 逐渐 增加 ， 之 后 由 于 原料 中 大 部 分 有 机 
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物 被 分 解 ， 产 气量 又 逐渐 减少 。CK 和 T1 处 理 在 发 酵 
的 第 11 d 日 产 气 速率 达到 峰值 ， 分 别 为 1 124 mLd” 
和 918 mL.d ， 随 后 开始 下 降 ; T2 和 T3 处 理 在 第 16 d 
达到 峰值 ， 分 别 为 875 mL.d1 和 852 mL:d4-:， 可 见 添 
加 中 高 浓度 恩 诺 沙 星 推迟 了 产 气 高 峰 到 来 的 时 间 ; 
所 有 处 理 在 第 1 个 产 气 高 峰 后 ， 发 酵 液 进行 充分 搅 
返 , CK 处 理 在 发 酵 的 第 28 d 达到 最 高 产 气 速率 , 为 
1 536 mL:d, T1、T2 和 T3 处 理 在 发 酵 的 第 30 d 达 
到 最 高 产 气 速率 , 分 别 为 1 386 mL:d 1378 mL:d”! 
和 1 342 mL.d"!， 之 后 各 处 理发 酵 逐 渐 平缓 下 降 。 在 
发 酵 产 气 速率 增长 期 的 第 5S~11 d 和 21~31d, CK 处 理 
产 气 速率 显著 高 于 TI1、T2 和 T3 处 理 (P<0.05),，T3 
处 理 产 气 速率 最 低 。 结 果 表 明 , 添加 恩 诺 沙 星 对 厌 
氧 发 酵 产 气 速率 有 了 明显 的 抑制 作用 ， 而 在 发 酵 的 第 
31 d 后 , 各 处 理 之 间 产 气 速 率 差异 不 显著 (P>0.05)， 
可 能 是 由 于 随 着 发 酵 进行 恩 诺 沙 星 也 不 断 降 解 ， 对 
厌 氧 发 酵 产 气 速率 的 抑制 作用 也 在 减弱 。 


1 5 9 13 17 21 25 29 33 37 41 45 49 
厌 氧 发 酵 天 数 Anaerobic fermentation days (d) 
4 不 同 恩 诺 沙 星 添 加 量 处 理 对 厌 氧 发 酵 产 气 速 率 的 
影响 
Fig.4 Effects of different addition amounts of Enrofloxacin 
on biogas production rate during anaerobic fermentation 


累积 产 气量 指 厌 氧 发 酵 过 程 中 有 机 物质 产 气 的 
总 量 ， 是 衡量 厌 氧 发 酵 系统 与 工艺 优 劣 的 重要 参 
数 。 在 整个 50 d 的 厌 氧 发 酵 过 程 中 ，CK、T1、T2 和 
T3 的 总 产 气量 分 别 为 36 988 mL、 34 260 mL、32 519 mL 
和 31 156 mL( 图 $)， 可 见 随 着 添加 恩 诺 沙 星 浓度 的 
增加 ， 总 产 气量 下 降 ， 同 CK 对 照相 比 T1、T2 和 T3 各 
处 理 产 气量 分 别 减少 7.38%、12.08% 和 15.77%。 


3 结论 与 讨论 


冀 合 羡 便 的 厌 氧 发 酵 过 程 ， 其 实 是 各 种 各 样 的 
酶 主导 的 生物 化 学 反应 过 程 ， 而 这 些 酶 的 活性 通常 
会 受到 各 种 环境 因素 的 影响 ,抗生素 会 通过 抑制 酶 
的 活性 进而 影响 厌 氧 发 酵 的 效能 。 陈 智 学 等 一 研究 
发 现在 堆肥 的 第 1 d 土 老 素 对 纤维 素 酶 活性 有 抑制 
作用 ,第 3 d 土 老 素 对 纤维 素 酶 活性 起 促进 作用 ,在 
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5 不 同 恩 诺 沙 星 添加 量 处 理 对 厌 氧 发 酵 产 气量 的 影响 
Fig.5 Effects of different addition amounts of Enrofloxacin 
on biogas yield of anaerobic fermentation 


4~30 d 高 浓度 土 考 素 对 纤维 素 酶 活性 有 抑制 作用 ; 
在 堆肥 的 前 期 ， 土 考 素 刺激 脲酶 活性 ， 随 着 堆肥 时 
间 的 延长 ， 土 考 素 对 脲酶 活性 由 刺激 变 为 抑制 作 
用 。 潘 洪 加 等 上 研究 发 现 厌 氧 发 酵 初 期 土 考 素 对 脲 
酶 活性 有 一 定 的 促进 作用 ， 在 厌 氧 发 酵 后 期 ， 土 霉 
素 对 脲酶 活性 转变 为 抑制 作用 。 张 凯 煜 等 中 研究 发 
现在 堆肥 前 期 , 土 替 素 和 磺胺 二 甲 喀 啶 对 脲酶 活性 
无 显著 影响 ， 而 在 堆肥 后 期 ,抗生素 对 脲酶 活性 有 
抑制 作用 。 金 彩霞 等 六 研究 表明 第 11 d 之 前 磺胺 间 
甲 氧 喀 啶 对 土壤 脲酶 活性 表现 为 抑制 作用 ， 至 第 
15 d 之 后 磺胺 间 甲 氧 喀 啶 对 脲酶 活性 影响 逐渐 恢复 
至 对 照 水 平 ， 大 都 表现 为 微弱 的 激活 效应 ， 而 对 土 
壤 芒 糖 酶 活性 的 影响 表现 出 “激活 -抑制 -激活 ”的 规 
律 。 姚 志 鹏 等 所 研究 发 现 土 霉 素 对 土壤 蔗糖 酶 活性 
在 培养 前 期 具有 轻微 的 抑制 作用 ， 但 培养 后 期 具有 
较 强 的 抑制 作用 ; 而 对 土壤 脲酶 活性 的 影响 则 相反 
在 培养 第 1 d 100 mg-kg ' 处 理 对 脲酶 具有 显著 的 刺 
激 作 用 ， 以 后 土 替 素 对 脲酶 活性 影响 不 明显 。 国 彬 
等 9 研究 发 现 磺胺 类 兽药 可 显著 抑制 土壤 蕊 糖 酶 的 
活性 ; 土壤 脲酶 活性 的 影响 表现 为 ,培养 前 期 低 浓 
度 时 激活 ， 高 浓度 时 抑制 ,培养 后 期 低 、 高 浓度 时 均 
抑制 。 本 研究 结果 表明 ,在 厌 氧 发 酵 初 期 ， 不 同 浓 
度 的 恩 诺 沙 星 对 纤维 素 酶 和 脲酶 活性 有 抑制 作用 ; 
在 厌 氧 发 酵 的 前 15 d， 添 加 20 mg'kg : 恩 诺 沙 星 对 
蔗糖 酶 活性 有 一 定 的 激活 作用 ， 添 加 60 mg'kg 和 
120 mg'kg 的 恩 诺 沙 星 对 蔗糖 酶 活性 有 抑制 作用 ; 
在 沼气 发 酵 后 期 ， 随 着 恩 诺 沙 星 在 发 酵 过 程 中 的 不 
断 降解 ， 其 对 纤维 素 酶 、 脲 酶 和 蔗糖 酶 活性 影响 不 
大 。 本 研究 发 现 恩 诺 沙 星 在 厌 氧 发 酵 不 同时 期 对 纤 
维 素 酶 、 脲 酶 和 蔗糖 酶 活性 的 影响 不 同 ， 可 能 因为 
抗生素 影响 各 类 水 解 酶 活性 机 制 不 同 , 也 可 能 与 添 
加 抗生素 的 浓度 有 关 。 同 时 , 比较 本 研究 和 前 人 研 
究 文献 可 以 发 现 , 国内 外 学 者 研究 结果 之 间 存 在 一 
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定 差异 , 分 析 原 因 可 能 与 研究 选择 的 抗生素 种 类 、 
微生物 生长 环境 等 有 关 。 

沼气 产 气 速率 及 产 气量 是 衡量 厌 氧 发 酵 系 统 优 
劣 的 重要 指标 。Beneragama 等 上 7 研究 发 现 土 霉 素 和 
头孢 哗 啉 对 牛 羡 高 温 沼 气 发 酵 甲烷 产量 有 明显 的 抑 
制作 用 ， 可 使 甲烷 产量 降低 32%。 据 Masse 等 P3 发 现 
盘 尼 西林 和 四 环 素 可 使 猪 废 水 厌 氧 消化 的 产 甲烷 速 
率 降低 35% 和 25%。 Shi 等 2 研究 发 现 四 环 素 和 磺胺 
甲 氧 喀 啶 推迟 了 猪 普 沼气 发 酵 甲烷 产生 时 间 ，20 d 
内 甲烷 的 累积 产生 量 比 对 照明 显 降低 。Mitchell 等 529 
研究 发 现 氨 共 青霉素 在 厌 氧 发 酵 初 期 阶段 会 抑制 沼 
气 产 气 速 率 ， 泰 乐 菌 素 可 降低 沼气 产 气量 10%~ 
38%。 本 研究 结果 表明 ,在 发 酵 产 气 速率 增长 期 的 
第 5~11 d 和 22~28 d, 添加 20 mg-kg !、60 mgkg 和 
120 mgkg 的 恩 诺 沙 星 对 沼气 产 气 速率 有 明显 的 抑 
制作 用 ; 而 在 发 酵 的 第 31 d 后 ， 添 加 各 浓度 恩 诺 沙 
星 对 沼气 产 气 速率 影响 不 大 。 在 整个 50 d 的 厌 氧 发 
酵 过 程 中 ,， 同 CK 相 比 添加 20 mg-kg '、60 mgkg 和 
120 mg'ksg 的 恩 诺 沙 星 处 理 总 产 气 量 分 别 减少 
7.38%、12.08% 和 15.77%， 该 研究 与 前 人 的 研究 结论 
基本 一 致 。 已 有 文献 证 明 水 解 酶 活性 与 沼气 产量 存 
在 着 直接 关系 5， 本 试验 也 表明 ， 沼 气 发 酵 过 程 
中 ,纤维 素 酶 、 脲 酶 和 蔗糖 酶 活性 均 出 现在 产 气 峰 
值 的 附近 ,水 解 酶 活性 与 沼气 产 气 速 率 的 变化 曲线 
相似 。 

综 上 所 述 ， 恩 诺 沙 星 影响 了 厌 氧 发 酵 过 程 中 水 
解 酶 活性 和 沼气 产 气 速 率 及 产 气量 ， 在 厌 氧 发 酵 不 
同 阶段 ， 恩 诺 沙 星 对 不 同 水 解 酶 活性 和 产 气 速率 影 
响 也 不 同 。 在 厌 氧 发 酵 初期 ， 恩 诺 沙 星 对 纤维 素 酶 
和 脲酶 活性 有 抑制 作用 ， 且 随 药 物 浓度 的 增高 而 影 
响 加 大 ， 低 浓度 恩 诺 沙 星 对 蔗糖 酶 活性 有 一 定 的 激 
活 作 用 ,中 高 浓度 恩 诺 沙 星 对 蔗糖 酶 活性 有 抑制 作 
用 ; 在 沼气 发 酵 后 期 ， 恩 诺 沙 星 对 纤维 素 酶 、 脲 酶 和 
蔗糖 酶 活性 无 明显 影响 。 在 厌 氧 发 酵 产 气 速率 增长 
期 (第 5~11 d 和 22~28 d)， 恩 诺 沙 星 对 沼气 产 气 速率 
有 明显 抑制 作用 ,在 产 气 下 降 期 (31 d 后 ) 对 沼气 产 
气 速率 影响 不 大 ; 在 整个 50 d 的 厌 氧 发 酵 过 程 中， 
恩 诺 沙 星 降 低 了 厌 氧 发 酵 沼 气 总 产 气量 ， 并 随 着 浓 
度 增 长 而 影响 加 大 ， 恩 诺 沙 星 影响 下 厌 氧 发 酵 水 解 
酶 活性 与 沼气 产 气 量 呈 正 相 关 。 沼 气 发 酵 这 一 厌 氧 
生物 降解 过 程 极 其 复杂 ， 沼 气 发 酵 是 涉及 多 菌 群 相 
互 作用 的 非 线 性 复杂 系统 ,是 复杂 微生物 区 系 相互 
制约 的 动态 平衡 过 程 ， 各 种 微生物 的 活动 不 仅 相 互 
作用 、 相 互 依赖 ,而且 互 为 制约 ， 共 同 影响 沼气 的 产 


量 。 沼 气 发 酵 过 程 中 微生物 群落 结构 及 水 解 酶 活性 
变化 是 影响 沼气 发 酵 产 气 效率 的 关键 因素 5 一。 因 
此 , 在 今后 还 应 加 强 抗 生 素 对 厌 氧 发 酵 过 程 中 微 生 
物 菌 群 数量 、 多 样 性 及 其 与 水 解 酶 活性 和 沼气 产量 
之 间 的 协同 性 研究 ， 进 一 步 明 确 抗生素 影响 大 氧 发 
酵 的 机 制 ， 为 优化 冀 盒 姜 便 厌 氧 发 酵 参 数 提供 理论 
依据 。 
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